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I. RESUMEN

Comunmente los genes MIR de plantas generan un transcrito que contiene a un solo precursor
para un microRNA. El procesamiento del precursor por DICER-LIKE 1 y factores asociados
resulta en la produccion de un duplex de RNA (microRNA:microRNA*) de 20-24 nt de longitud, a
partir del cual una cadena es elegida e incorporada a ARGONAUTA 1, la cual lo guia hacia su
MRNA blanco ocasionando la inhibicién de la traduccion o el corte y la degradacién del mismo.
Se han descrito loci de microRNAs particulares que contienen mas de dos precursores en un
mismo transcrito, tal es el caso de la familia de MIR395 en arroz, donde un sélo transcrito
contiene hasta ocho precursores con la misma secuencia del miR395 en cada uno de ellos. En
nuestro trabajo encontramos un caso Unico hasta ahora donde un microRNA conservado,
miR398, estd contenido en el mismo transcrito junto con un microRNA especifico de
leguminosas, miR2119. En Phaseolus vulgaris (frijol comun), se demostr6 que miR398 y
mMiR2119 son microRNAs funcionales teniendo como mRNAs blanco a la Cu/Zn Superoxido
Dismutasa 1 (CSD1) y la Alcohol Deshidrogenasa 1 (ADH1), respectivamente. El precursor
dicistronico pre-miR398a-miR2119 se encuentra conservado en ciertas especies de
leguminosas. Nuestros resultados indican que el aumento de la acumulacién de miR398 y
mMiR2119 mantiene reprimido los niveles de sus MRNAs blanco durante el desarrollo en P.
vulgaris. Sin embargo, en respuesta a deficit hidrico en P. vulgaris, la represion miR398 y
miR2119 conlleva a un aumento coordinado de la acumulacion de los MRNAs blanco de CSD1
y ADH1. Ademas, se observo que los miRNAs modulan el aumento de los niveles de CSD1 y
ADH1 cuando las plantas de P. vulgaris son sometidas al tratamiento de inundacion, lo que
sugiere que el estado redox y el metabolismo de la fermentacién deben de estar coordinados

bajo distintas condiciones adversas.



. ABSTRACT

Plant microRNAs are commonly in transcripts containing a single microRNA precursor.
Processing of microRNA precursor by DICER-LIKE 1 and associated factors results in the
production of a 20-24 nt small RNA, followed by its incorporation into an AGO-containing protein
complex to guide silencing of an mRNA with a complementary target sequence. Transcripts of
some microRNA loci contain more that one precursor with stem-loop structure, thus encoding
more than one microRNA in the same transcript. Here we describe a unique case where the
evolutionary-conserved miR398a is encoded in the same transcript as the legume-specific
miR2119. The dicistronic arrangement found in common bean (Phaseolus vulgaris) was also
observed in other legumes. In P. vulgaris the accumulation of both mature miR398 and miR2119
is increased during plant development in roots. In water deficit conditions, both miRNAs are
repressed, and we have shown that they target the mRNAs for CSD1 and ADH1, respectively.
Our results indicate that the repression of miR398 and miR2119 leads to coordinated up-
regulation of CSD1 and ADH1 mRNAs in response to water deficit in P. vulgaris. Furthermore,
we show that miRNAs directed up-regulation of CSD1 and ADH1 mRNAs also occurs when plants
are exposed to flooding, suggesting that plant redox status and fermentation metabolism must be

closely coordinated under different adverse conditions.
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lll. ABREVIATURAS

ABA
ABRE
AGO1
ADH1
cDNA
CsD1
DNA
MIR
miRNA
miRNA*
MRNA
nt

PCR
Pre-miRNA
gPCR
RACE
RISC
RNA
ROS
RT-PCR

Acido Abscisico (ABscisic Acid).

Elementos de Respuesta a ABA (Responsive Element).

Argonauta 1

Alcohol Deshidrogenasa 1.

DNA complementario (complementary DNA)

Cu/Zn Superoéxido Dismutasa 1 (Copper/Zinc Superoxide Dismutase 1).
Acido desoxirribonucléico (DeoxyriboNucleic Acid).

Gen que produce un microRNA.

microRNA

microRNA estrella, secuencia complementaria al miRNA.

RNA mensajero (messenger RNA).

Nucledtido.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction).
Precursor de miRNA.

PCR cuantitativo (quantitative PCR).

Amplificacion Rapida de extremos de cDNA (Rapid Amplification of cDNA Ends).
Complejo de silenciamiento inducido por RNA (RNA Induced Silencing Complex).

Acido Ribonucléico (RiboNucleic Acid).
Especies Reactivas de Oxigeno (Reactive Oxygen Species).

Transcriptasa Reversa-PCR (Reverse Transcriptase-PCR).
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IV. INTRODUCCION

Las plantas son organismos sésiles que frecuentemente estdn expuestas a diferentes
estreses ambientales, condiciones externas que afectan el crecimiento, el desarrollo y la
productividad. El estrés puede ser bidtico, impuesto por otros organimos (insectos, bacterias,
hongos, virus), 6 abidtico, y surgir a partir de un exceso o déficit de un factor fisico o quimico.
Entre las condiciones ambientales que pueden causar adversidad a las plantas se incluye la
inundacion, la sequia, temperaturas extremas, el exceso de salinidad en el suelo, la deficiencia
de nutrientes, asi como el exceso o la baja intensidad de luz (Shinozaki et al., 2015).

El estrés desencadena varias respuestas en las plantas, las cuales responden y se
adaptan a través de varios procesos fisioldgicos, bioquimicos y cambios en la expresién génica,
adquiriendo tolerancia o evitando el estrés (Bray et al., 2000). La respuesta de la planta
dependera de la duracion y de la severidad con la que el estrés es impuesto (Bray, 1997).
Ademas, la resistencia o sensibilidad al estrés depende de la especie, el genotipo, la etapa del
desarrollo, el 6rgano o el tipo celular (Shinozaki et al., 2015).

El estrés hidrico resulta del exceso de agua o si la cantidad o la calidad del agua
disponible en el ambiente es insuficiente para abastecer las necesidades basicas requeridas por
las plantas. La sequia, la alta salinidad en el suelo y las bajas temperaturas provocan déficit
hidrico (Shinozaki et al., 2015). El déficit hidrico puede definirse como la situacion en la cual el
potencial hidrico y la presion de turgor disminuyen lo suficiente para interferir con los procesos
celulares (Hsiao, 1973). El déficit hidrico es ocasionado por la pérdida moderada de agua, la cual
conlleva al cerrado de estomas y la limitacion del intercambio gaseoso. El crecimiento es uno de
los procesos fisioldgicos mas sensibles al deficit hidrico debido a la reduccion de la presion del
turgor. La expansion celular sélo puede ocurrir cuando la presion del turgor es mayor que la
producida por la pared celular. Por lo tanto, el déficit hidrico inhibe el crecimiento celular debido
a la baja presion del turgor (Mckersie and Leshem, 1994). A nivel celular, el déficit hidrico induce
cambios en la concentracién de solutos, volumen celular, forma e integridad de la membrana,
pérdida de turgor, cambios en los gradientes de potencial hidrico, etc. La pérdida severa de agua
resulta en la deshidratacion o desecacion, lo que podria ocasionar graves dafios en la estructura
celular, metabolismo y eventualmente, el cese de actividades enziméticas (Smirnoff, 1993). Mas
aun, este estrés hidrico severo puede generar el arresto de la fotosintesis, perturbacion en el
metabolismo y finalmente, la muerte (Mckersie and Leshem, 1994; Shao et al., 2009).

Las plantas han desarrollado diferentes mecanismos de resistencia para contender o
evitar el estrés. Estos mecanismos son el escape, la evasion y la tolerancia al estrés como la

sequia (Fang and Xiong, 2015). Las plantas que escapan a la sequia son capaces de completar
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su ciclo de vida antes de que el estrés ocurra, presentando un alto grado de plasticidad en el
desarrollo. La evasién es la habilidad de las plantas de mantener los tejidos hidratados bajo
condiciones de déficit hidrico, mientras que la tolerancia permite mantener las funciones
normales incluso en potenciales hidricos por debajos de los niveles éptimos (Chaves et al., 2003).
Por un lado, en la evasion existen ciertos ajustes estructurales morfolégicos y de crecimiento de
la planta como reducir la pérdida de agua a través del cierre estomatico, enrollamiento de la hoja,
aumento de la acumulacién de cera en la superficie de la hoja, asi como cambios en el desarrollo
del sistema radical, etc (Tardieu, 2013; Zhang et al., 2005). Por otro lado, la tolerancia se logra a
través de coordinar mecanismos moleculares, bioquimicos vy fisiolégicos, los cuales incluyen la
expresion de genes especificos y la acumulacién de proteinas de respuesta, asi como de ciertos
genes que participan en la transduccion de sefial a la respuesta. Las plantas pueden adquirir
tolerancia a través de sintetizar osmolitos regulatorios que permiten mantener la presion de turgor
y también, a través del ajuste de actividades enziméticas de defensa que ayudan a reducir o
reparar el dafio causado por el estrés (Fang and Xiong, 2015).

OZONO

del estrés

‘::A‘ &‘lwﬁ

TEMPERATURAS NSE
EXTREMAS =
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Figura 1. Las plantas responden y se adaptan a diferentes estreses ambientales. La planta percibe y
reconoce diferentes formas de estrés. A nivel celular, el reconocimiento del estrés desencadena una
transduccién de sefiales que resulta en el cambio de la expresidn genética y esto a su vez, puede influir

en el metabolismo y en el desarrollo de la planta. Imagen tomada y modificada de (Bray et al., 2000).
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El primer paso de regulaciéon en la respuesta al déficit hidrico es el reconocimiento de la
sefal: la disminucion del agua disponible en la célula es percibida desencadenando una via de
transduccién de sefales (Figura 1). Asi, un estrés fisico puede ser convertido en una respuesta
bioguimica (Bray, 1997). La respuesta primaria induce, entre otros efectos, la expresion de genes
gue intervienen en diferentes procesos, como la proteccién de otras proteinas, entre ellas
factores transcripcionales, &cidos nucleicos o estructuras celulares (chaperonas, hidrofilinas y
proteinas LEAS), sintesis y/o liberacion de &cido abscisico (Battaglia et al., 2008; Sakuma et al.,
2002). Posteriormente, se producen respuestas fisiolégicas como la regulacién y el cerrado de
los estomas, la sintesis de osmolitos (prolina, glicina-betaina, etc.) y la activacion del sistema de
transporte para la desintoxificacién de iones, entre otras (Jacob et al., 1999; Ramanjulu and
Bartels, 2002). Sin embargo, el aumento de la expresion de ciertos genes no significa que estén
involucrados en la respuesta adaptativa, la induccion de algunos genes puede ser producto del
dafio ocasionado por el estrés. Por ello, la respuesta de los genes durante déficit hidrico puede
clasificarse en dos tipos, basados en su respuesta en términos de escala de tiempo, genes de
respuesta temprana y genes de respuesta tardia. Esto permite proponer que los genes de
respuesta temprana pueden proveer de proteccioén inicial y de amplificacion de la sefial mientras
gue los genes de respuesta tardia podrian estar involucrados en la adaptacion al estrés
(Ramanijulu and Bartels, 2002).

La respuesta ante el déficit hidrico activa distintas vias de sefalizacion a través de la
expresion de genes especificos que intervienen en diferentes procesos, como factores
transcripcionales que regulan la expresion y las proteinas que participan directamente en la
proteccion celular (Shinozaki et al., 2003). El 4cido abscisico (ABA) es una fitohormona que
participa en numerosos procesos fisiolégicos como la dormancia y la germinacion de la semilla,
durante el desarrollo de las plantas, y en la respuesta a estrés bidtico o abidtico, como en la
tolerancia a la desecacion (Finkelstein et al., 2002). El deficit hidrico promueve la sintesis de
ABA, el cual induce la expresién de genes de respuesta a ABA. Los genes de respuesta a ABA
(via dependiente de ABA) contienen elementos de regulacion en cis en su regién promotora,
entre los que destacan los elementos ABRE (ABA-responsive element). Estos elementos en cis
favorece la interaccion con factores de transcripcion, los cuales, a su vez, inducen la expresion
en respuesta a ABA. Sin embargo, también existe la via independiente a la sefializacion por ABA
en la respuesta a déficit hidrico, y los genes de respuesta involucrados en la segunda via
contienen los elementos DRE (Dehydration-responsive element) y otros elementos regulatorios
en sus regiones promotoras importantes para la respuesta a déficit hidrico (Shinozaki et al., 2003;

Uno et al., 2000). Adicionalmente, la respuesta al déficit hidrico también puede estar sujeta a
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regulacién epigenética, metilacion de DNA o madificaciones post-traduccionales en las histonas,
gue puede jugar un papel importante en la memoria y la adaptacién al estrés en plantas (Lamke
and Baurle, 2017).

El andlisis de mutantes relacionadas con el metabolismo de RNA ha revelado que el
procesamiento, el decaimiento y la estabilidad del RNA juega un papel importante en la
regulacion de la expresion genética a nivel post-transcripcional en respuesta a estrés abidtico
(Matsui et al., 2019). Recientemente, se ha descrito que en la respuesta y la adaptacion al déficit
hidrico a nivel post-transcripcional pueden estar involucrados los siguientes procesos: la adicion
del “cap” al extremo 5’ y la poliadenilacion (poliA) en el extremo 3’ del mRNA, el procesamiento
del mRNA por splicing para la eliminacion de intrones y ensamble de exones, el transporte del
MRNA del nudcleo al citoplasma, la regulacion de la estabilidad del mRNA, la eficiencia
traduccional y la regulacion de la expresién génica por microRNAs (Covarrubias and Reyes,
2010; Gallie, 1993). Esto se ha logrado gracias al estudio de mutantes de A. thaliana, en las
cuales, se han identificado factores involucrados en la respuesta a estrés, particularmente en la
via de respuesta a ABA, asociados al metabolismo del RNA. Por ejemplo, la mutante the
supersentive to ABA and drought 1 (SAD1) muestra sensibilidad a ABA y a sequia. SAD1 codifica
para un polipéptido similar a Sm-like ribonucleoproteina pequefia nuclear involucrado en el
reconocimiento y la precision de los sitios de splicing, asi como en la eficiencia del procesamiento
del mRNA (Cui et al., 2014; Xiong et al., 2001). Otro ejemplo son las mutantes de A. thaliana con
defecto en las proteinas de union al “cap” como CBP20 y CBP80, también llamadas ABH1 (ABA
hypersensitivel), muestran hipersensibilidad a ABA en la germinacién y en el cierre estomatico,
confiriendo tolerancia a la sequia (Hugouvieux et al., 2001). Estas proteinas forman parte del
complejo CBC (the nuclear cap-binding protein complex), el cual se une al cap de los transcritos
provenientes de la RNA polimerasa Il. Con ello, CBP20 y CBP80 pueden influenciar el splicing
alternativo del primer intron de ciertos genes, particularmente el sitio de splicing 5’ (Raczynska
et al., 2010). Otro caso es la mutacion en el gen LOS4 (low expression of osmotically responsive
gene 4) que codifica para una RNA helicasa DEAD box en A. thaliana y muestra fenotipo de
hipersensibilidad al tratamiento de ABA y tolerancia al frio (Gong et al., 2005). La mutante LOS4
mostré un aumento en la acumulacion de mRNAs con poliA en el ndcleo, lo que sugiere que ésta
helicasa de RNA esta involucrada en la exportacion de los mMRNAs (Gong et al., 2005). Por dltimo,
la mutante en HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) causO hipersensibilidad a ABA durante la
germinacion en A. thaliana (Lu and Fedoroff, 2000). Interesantemente, se ha caracterizado la

participacion de HYL1 como una proteina de unidon a RNA de doble cadena que esta involucrada
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en la biogénesis de ciertos RNAs pequefios no codificantes llamados microRNAs, los cuales se

describiran a continuacion.

IV.I Biogenésis de microRNA en plantas

Los microRNAs (miRNAs) son moléculas de RNA no codificantes de 20-24 nt que
participan en la regulacién genética a nivel post-transcripcional o traduccional. Los miRNAs se
originan a partir de los transcritos primarios llamados pri-miRNAs que forman una estructura
secundaria tipo tallo y asa, la cual es reconocida y procesada por enzimas DICER LIKE 1 (DCL1),
una RNAsa tipo Ill, produciendo un RNA de doble cadena aproximadamente de 21 nt.
Posteriormente, una de las dos cadenas de RNA es selecciona y asociada a la proteina
Argonauta 1 (AGOL1), ésta cadena es llamada miRNA maduro o cadena guia. EI miRNA maduro
cargado en AGO1 reconoce a su mRNA blanco a través de complementariedad de bases,
provocando un corte o inhibiendo la traduccién del mMRNA blanco para evitar su expresion (Bartel,
2004; Brodersen et al., 2008) (Figura 2).

IV.Il Regulacién de la transcripcién de los genes MIR

La biogénesis de los miRNAs en plantas se genera a partir de la transcripcion de un gen
MIR por la RNA polimerasa Il (Pol 11). Los genes MIR se encuentran localizados frecuentemente
en zonas intergénicas y se transcriben de manera similar a los genes que codifican para proteina
(Xie et al., 2005). En la mayoria de los casos, el pri-miRNA de cada gen MIR produce un
precursor de miRNA en plantas, a diferencia de lo que ocurre en los sistemas animales donde
frecuentemente el transcrito contiene precursores de varios miRNAs (Li and Mao, 2007). Al
transcrito que es producido por la Pol Il se le afade en el extremo 5’ un “cap” (7-metil-guanilato)
y una cadena de poliA en el extremo 3, al igual que los mRNAs, para conferir estabilidad al pri-
miRNA (Xie et al., 2005). Los genes MIR contienen en sus regiones promotoras, elementos
regulatorios como cajas TATA y motivos de union a factores de transcripcion. Estos elementos
regulatorios permite una regulacion espacio-temporal y de respuesta a estrés por factores que
acttan en trans, asi como, acumulacion diferencial de ciertas isoformas de un mismo miRNA que
provienen de pri-miRNA de genes distintos (Bologna and Voinnet, 2014; Xie et al., 2005). Por
ejemplo, el factor de transcripcion APETALA 2 (AP2) esta involucrado en el desarrollo de la
semilla, en el mantenimiento de las células del meristemo y la identidad de los érganos florales
en A. thaliana. AP2 tiene una regulacion bifuncional a través de regular la transcripcién de
MIR156 y MIR172 de manera positiva y negativa, respectivamente (Yant et al., 2010).

Particularmente en estrés, el factor transcripcional SQUAMOSA promoter binding protein-like7
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(SPL7) induce la expresion de MIR398b y MIR398c en condiciones de deficiencia de cobre,
mientras que otro factor transcripcional MYB2 se une al promotor de MIR399F para activar la

transcripcién bajo limitacion de fosfato en A. thaliana (Baek et al., 2013; Yamasaki et al., 2009).

IV.IIl Regulacion y procesamiento del precursor de miRNA

El transcrito primario o pri-miRNA del gen MIR es reconocido y procesado por DICER
LIKE 1 (DCL1) para generar al precursor de miRNA (pre-miRNA), el cual produce una estructura
tipo tallo asa con 2 nt sobresalientes en el extremo 3’ al final del tallo. Después, en una segunda
ronda de procesamiento, DCL1 corta al pre-miRNA dando lugar a un RNA de doble cadena o
duplex de RNA (miRNA/mMiRNA*) de ~21 nt, éste contiene 2 nt sobresalientes no-apareados de
cadena sencilla en sus extremos 3’ y un grupo fosfato en sus extremos 5’, que es caracteristico
de un corte generado por una RNAasa de tipo Ill como lo es DCL1, ambos procesamientos se
realizan en el nucleo (Margis et al., 2006). DCL1 contiene dominios RNA helicasa-DExD/box,
DUF283 (con propiedades de union a RNA), dominio PIWI/ARGONAUTE/ZWILLE (PAZ), dos
dominios en tandem de RNAsa lll y dos dominios en tandem de unién a RNA de doble cadena
(double strand-RNA binding domain, dsRBD) (Margis et al., 2006). Mutaciones individuales en
los dominios del sitio catalitico RNAsa Ill, dominio dsRBD o dominio de RNA helicasa reduce la
acumulacion de los miRNAs en general (Kasschau et al., 2003; Willmann et al., 2011). El dominio
de RNA helicasa es requerido para el procesamiento preciso de algunos pri-miRNA por DCL1 in
vivo (Liu et al., 2012). Sin embargo, la eficiencia y la precision del procesamiento del pri-miRNA
también necesita de la asistencia de varios factores como las proteinas: SERRATE (SE),
HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) y TOUGH (TGH), estas proteinas de unién a RNA en conjunto
interactiian con DCL1 y son requeridas para la acumulacién de los miRNAs (Xie et al., 2015).
HYL1 es una proteina de unién a RNA de doble cadena que contiene dos dominios de unién a
RNA (dsRBD) en su extremo N-terminal, mientras que en el C-terminal muestra seis secuencias
repetidas de 28 aminoacidos, con alto grado de similitud entre cada una de ellas (Lu and Fedoroff,
2000; Wu et al., 2007). En cambio, la proteina SE se une a RNA de cadena sencilla en el N-
terminal e interacciona con DCL1 a través de su dominio de dedos de Zinc (Zinc finger domain),
el cual es requerido para mantener actividad optima de DCL1 (lwata et al., 2013; Machida et al.,
2011). TGH es una proteina de union a RNA de cadena sencilla y se asocia a ambas formas del
transcrito, pri-miRNA y pre-miRNA. La pérdida de funcién de tgh reduce la actividad de DCL1,
asi como la asociacion con el complejo HYL1 y el pri-miRNA, lo que sugiere que TGH puede
promover el corte eficiente y el reclutamiento del pri-miRNAs por DCL1 (Ren and Yu, 2012).

HYL1, TGH, SE y DCL1 se localizan en regiones sub-nucleares especificas llamadas cuerpos-D
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(Dicer bodies, D-bodies), las cuales se caracterizan por ser estructuras altamente dinamicas
visualizadas como foci dentro del compartimento nuclear donde se reclutan y se procesan a los
pri-miRNAs (Fang and Spector, 2007; Song et al., 2007). Algunos estudios han revelado que la
localizacién celular de los cuerpos-D puede ser importante para la biogénesis de miRNAs. Las
proteinas NOT2 y MOS2 han sido propuestas para la formacion correcta de los patrones de los
cuerpos-D en A. thaliana. MOS2 es una proteina de union a RNA e interacciona con los pri-
miRNAs in vivo, y NOT2 interactta directamente con DCL1. La pérdida de funcion en mos2 altera
la formacién y el reclutamiento de los pri-miRNA en los cuerpos-D (Wu et al., 2013b); en cambio,
la mutante not2 incrementa el nUmero de foci, sugiriendo la participacién en el ensamblado de

los cuerpos-D (Wang et al., 2013).

IV.IV Estabilidad y degradacién de miRNAs

En plantas, los RNAs pequefios son modificados en el extremo 3’ para conferir estabilidad
o inducir degradacion. En la biogénesis de miRNAs, después de la produccion del daplex
mMiRNA/mMiRNA*, ambas cadenas son metiladas en el grupo hidroxilo 2’ de la ribosa del extremo
3' por la enzima HUA ENHANCER 1 (HEN1), una metil-transferasa (MTasa) dependiente de Mg?*
(Yu et al., 2005). El estudio de mutantes henl en A. thaliana se observd que los miRNAs
muestran nucledétidos adicionales por uridilacion (1-8 bases) en el extremo 3’, asi como también
mMiRNAs que carecen de nucleotidos en el extremo 3’, lo cual sugiere que la metilaciéon en los
miRNAs por HEN1 ayuda a proteger de la degradacion y/o de la uridilaciéon en el extremo 3’ (Zhai
et al., 2013). Ademas, la uridilacién es un mecanismo de regulacion para desestabilizar a los
mMiRNAs en plantas. HEN1 SUPPRESSOR1 (HESO1), es una enzima uridyl-transferasa terminal
responsable de la uridilacion de la mayoria de los miRNAs (Ren et al., 2012; Zhao et al., 2012).
En A. thaliana, los estudios de las mutantes de la pérdida de funcion de hesol y de la sobre-
expresoras de HESO1 mostraron incremento y reducion de la acumulacion de los miRNAs,
respectivamente, sugiriendo que la uridilacion promueve la degradacion de los miRNAs en
plantas (Ren et al.,, 2012). Ademas, existe una familia de genes SMALL RNA DEGRADING
NUCLEASE (SDN) que codifica para cuatro exonucleasas que actian en direccion 3’ a 5’ con
redundancia funcional y degradan a los miRNAs en A. thaliana. Ensayos enzimaticos in vitro
demostraron que SDN1 actua especificamente en RNA de cadena sencilla y que la actividad de
exonucleasa es parcialmente inhibida por el grupo metilo presente en el extremo 3’ de los
miRNAs (Ramachandran and Chen, 2008). SDNs son las responsables de la eliminacién y el
truncamiento de los nucleotidos en el extremo 3’ de los miRNAs en la mutante henl y de tipo

silvestre en A. thaliana. Los estudios de secuenciacion masiva de RNA pequefios comparando
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los perfiles de mutantes henl con la mutante henl sdnl sdn2 mostraron que el truncamiento de
mMiRNASs esta reducido cuando SDN1 y SDN2 no estan presentes (Yu et al., 2017a). Sin embargo,
SDN1 es incapaz de degradar miRNAs con uridilacion en el extremo 3’ in vitro, por lo que no
parece ser la responsable de la degradacion de miRNAs uridilados que probablemente esté

realizando otra SDN u otra exonucleasa de RNA pequefios (Ramachandran and Chen, 2008).

IV.V Exportacion de los miRNAs del nucleo al citoplasma

La exportacién de los miRNAs del nucleo al citoplasma es parte fundamental para la
actividad funcional de los miRNAs. Exportina 5 (Exp5), una proteina de union a RNA de doble
cadena dependiente de Ran-GTP, exporta el precursor pre-miRNA de nucleo a citoplasma en
animales. En A. thaliana, el miRNA/miRNA* producido por DCLL1 en el nicleo, es exportado del
nucleo al citoplasma por la proteina HASTY (HST, ort6logo a Exp5). Mutantes en hasty revelan
qgue la acumulacion de ciertos miRNAs es reducida y los mRNAs blanco correspondientes
aumentan su acumulacién (Park et al., 2005). Al parecer, HST se requiere para la biogenésis o
estabilidad de ciertos miRNAs en diferentes tejidos vegetales. Asimismo, se realizaron
fraccionamientos de RNA de nudcleo y de citoplasma en mutantes de hasty, pero no se
encontraron alterados los niveles de miRNAs de ciertas fracciones, sélo disminuyen de manera
general en comparacion con el tipo silvestre, por o que no es muy convincente la evidencia de
gue HST participe en la exportacion de miRNAs dado a que se esperaria una mayor acumulacion
y retencién de miRNAs en el nlcleo en dicha mutante. Sin embargo, la mutante hst-3 (delecién
de 3 nt en el primer exdn de HST), reduce la acumulacion de miRNAs significativamente debido
a que blogquea la interaccion entre HST y AtRAN1, una GTPasa pequefia. Exp5 y otras exportinas
de la familia B-importinas, s6lo se unen a sus cargos/clientes en asociacion con Ran-GTP. Esta
observacion de que hst-3 interfiere con la acumulacion de miRNAs de manera dependiente de
Ran-GTP sugiere que HST interactia con algunos miRNAs y apoya la hipétesis que HST pudiera
participa directamente en el procesamiento y la exportacion de miRNAs. Sin embargo, se
requeriria un analisis mas profundo para dilucidar la funcién de HASTY en la biogénesis de
miRNAs (Park et al., 2005). Recientemente, un estudio sobre el transporte de miRNAs del ndcleo
al citoplasma encontré que AGO1 puede cargar miRNAs en el nucleo y realizar el transporte
hacia el citoplasma independiente a HST (Bologna et al., 2018). La proteina AGO1 contiene dos
motivos en su extremo N-terminal de tipo coil, NLS (nuclear-localization) y NES (nuclear-export
signal) que le permiten transportarse de nucleo-citoplasma a través de CRM1/EXPORTIN1
(EXPOL), la cual permite el transporte activo de proteinas que son dependiente de NES. Ademas,

en ensayos de inmunoprecipitacion de AGO1 en extractos nucleares demostraron que la
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interaccion con la proteina HEAT SHOCK PROTEIN 90 (HSP90) y los miRNAs cargados en
AGOL1 presentaron metilacion el extremo 3’. Por lo tanto, los miRNAs de plantas son madurados
por los factores del procesamiento (DCL1, HYL1, SE, etc.), metilados por HEN1 y cargados por
AGOL1 en compafiia de HSP90 en el nucleo para transportarlos al citoplasma a través de EXPO1

dependiente del motivo NES (Bologna et al., 2018).

IV.VI Regulacion de la actividad de miRNA

AGOL1 reconoce al daplex miRNA/MiRNA* y elige al miRNA maduro, ya sea en el nucleo
o en el citoplasma. El miRNA maduro cargado en AGO1 reconoce a su mRNA blanco a través
de complementariedad de bases, provocando el corte o la inhibicién de la traduccion del mMRNA
blanco mediado por el Complejo del Silenciamiento Inducido por RNA (RISC, por sus siglas en
inglés) en el citoplasma (Brodersen et al., 2008). El modelo actual para el cargado del miRNA en
RISC se ha descrito en A. thaliana de la siguiente manera: la proteina HSP90 y la proteina
Ciclofilina 40 (CYP40) forman un complejo con AGO1. La union de ATP a HSP90 causa un
cambio conformacional en AGO1 que permite la incorporacién del daplex de RNA al complejo
AGO1-HSP90-CYP40. La hidrdlisis de ATP por HSP90 conduce a la disociacion de HSP90-
CYP40 y el miRNA*, los cuales son separados del complejo AGO1-miRNA resultando en un
RISC maduro (Iki et al., 2010; Yu et al., 2017b). La secuencia complementaria al miRNA es
llamada miRNA estrella (miRNAY*), la cual en la mayoria de los casos es degradada después de
la disociacién de AGO1, siendo independiente de la actividad del corte de AGO1 (Eamens et al.,
2009). Sin embargo, algunos miRNAs* pueden ser cargados en otras AGOs, asi pueden llegar a
ser estabilizados y ser funcionales (Liu et al., 2017).

La seleccion y el cargado de los RNAs pequefios en las proteinas AGO no es aleatoria.
La seleccién de la cadena guia o miRNA maduro puede ser afectada por factores que participan
en el procesamiento del precursor pre-miRNA, la base nucleétidica presente en el extremo 5’ y
la estabilidad termodinamica en la estructura del duplex de RNA. HYL1 y CPL1 (fosfatasa de
HYL1) facilitan el procesamiento del pre-miRNA y la seleccién de la cadena guia, ya que
mutantes de hyll y cpll muestran una mayor acumulacién de miRNA* con respecto al tipo
silvestre (Eamens et al., 2009; Manavella et al., 2012). El genoma de A. thaliana codifica para 10
proteinas AGOs, aunque algunas de ellas son redundantes, tienden a incorporar ciertos RNAs
pequefios dependiendo del nucleétido presente en el extremo 5. AGOL1 tiene preferencia por el
cargado de miRNAs que inician con uracilo en el extremo 5’. En contraste, algunos miRNAs* con
adenosina en el extremo 5’ son asociados preferencialmente en AGO2, mientras que aquellos

miRNAs con citosina en el extremo 5’ son incorporados en AGO5 (Mi et al., 2008). Sin embargo,
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existen ejemplos como la familia MIR165/MIR166, los cuales la mayoria de sus miembros son
RNAs que contienen uracilo en el extremo 5’ son incorporados a AGO1 pero también a AGO10;
mientras que MiR390 es cargado en AGO7 en vez de AGO2, a pesar de tener una adenosina en
el extremo 5’ (Montgomery et al., 2008; Zhu et al., 2011b). Adicionalmente, el cargado de miRNAs
en AGOs se ve afectado también por la estructura de duplex de RNA. AGO2 prefiere duplex de
RNA sin ningun desapareamiento en la parte central, mientras que AGO1 favorece el duplex de
RNA gue muestra desapareamiento en la parte central. En cambio, la asociacion de AGO10 con
mMiR166 esta determinada por la estructura del miR166/miR166*, especificamente por una
combinacién de un desapareamiento (12U/*8U) y varios apareamientos adyacentes en el duplex
del RNA (Zhu et al., 2011b).

IV.VII Mecanismos de accion de los miRNAs

Los miRNAs en plantas regulan la expresion de los mRNAs blanco a través de dos
principales mecanismos de accion: el corte o la inhibicion de la traduccion del transcrito. Los
mMiRNAs necesitan alta complementariedad para reconocer a su sustrato en plantas. Un estudio
reciente muestra que ademas de la alta complementariedad entre el miRNA y su mRNA blanco,
también es necesario el contexto del sitio de unién del miRNA vy los niveles de expresion de
ambos pueden contribuir al reconocimiento del mMRNA blanco en A. thaliana (Li et al., 2014). En
plantas, el corte del mRNA blanco es considerado como la via predominante en la represién de
la expresién genética y AGO1 es la proteina efectora de la mayoria de los miRNAs (Bartel, 2004).
AGOL1 contiene cuatro dominios: el dominio N-terminal, el dominio PAZ, el dominio MID (the
middle domain) y el dominio PIWI. EI dominio PAZ une a los miRNAs en el extremo 3’, mientras
qgue el dominio MID interactua con el fosfato del extremo 5’ (Frank et al., 2012). El dominio PIWI
adopta un plegamiento tipo RNAsa H y exhibe actividad catalitica de endonucleasa de RNA
mediada por una triada de aminoacidos Asp-Asp-His (DDH), éste actta cortando el mRNA blanco
en la posicion complementaria entre el nucledtido 10 y 11 del miRNA (Liu et al., 2004). El
transcrito cortado por AGO1 genera un fragmento 5’ con un grupo hidroxilo en el extremo 3’ y
otro fragmento 3’ con un fosfato en el extremo 5’, posteriormente ambos son degradados (Llave
et al., 2002). El corte de AGO1 promueve el decaimiento de los MRNAs blanco por accion de
exonucleasas sin el requerimiento de desadenilacion del extremo 3’ o “decapping” del extremo
5’. En A. thaliana, EXORIBONUCLEASE 4 (XRN4), una exonucleasa citoplasmatica que degrada
los fragmentos en direccion 5" a 3’, es la responsable de degradar los fragmentos 3’ producidos
después del corte de AGOL1 (Souret et al., 2004). En Chlamydomonas reinhardtii, un alga

unicelular, los fragmentos 5’ son poliadenilados en el extremo 3’ por la enzima nucleotidyl-
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transferasa MUTG68, la cual conduce a la degradacion del fragmento 5 por el exosoma
citoplasmatico en direccién 3' a 5 (lbrahim et al., 2006). Ademas, la proteina HESO1,
previamente descrita como una enzima uridyl-transferasa de miRNAs, también uridila fragmentos
5’ en sus extremos 3’, en mutantes hesol de A. thaliana se incrementa la abundancia de los
fragmentos 5, lo cual sugiere que la urilidacién pudiera inducir su degradacion (Ren et al., 2014).
Por otro lado, existe otro mecanismo de accion que emplean los miRNAs para regular a sus
MRNASs blanco que es a través de la inhibicion de la traduccién. Se ha visto que un subgrupo de
miRNAs y una fraccion de AGO1 se asocian a polisomas, correlacionando el papel que
desemperfian los miRNAs en la inhibicion de la traduccion (Lanet et al., 2009). Un estudio reciente
muestra que el complejo AGO-miRNA puede inhibir estéricamente el reclutamiento o el
movimiento de los ribosomas después de unirse a la regién de 5 no traducible (5’-UTR) o al
marco abierto de lectura (ORF) del mRNA blanco. Este resultado indica que los miRNAs de
plantas pueden inhibir el inicio o la elongacion de la traduccion del transcrito (lwakawa and
Tomari, 2013). Ademas, se ha visto asociado el proceso de inhibicion de la traduccion mediada
por miRNAs a sitios subcelulares llamados cuerpos de procesamiento (Processing bodies, P-
bodies), los cuales son distintos loci citoplasmaticos que contienen enzimas involucradas en la
degradacién de mRNAs (Liu et al., 2005). Algunos factores requeridos para la inhibicién de la
traduccion mediada por miRNAs incluye a la enzima KATANIN 1 (KTN1, requerida para la
formacion apropiada de los microtibulos), VARICOSE (VCS, uno de los componentes de P-
bodies), la proteina GW-repeat protein SUO vy la proteina ALTERED MERISTEM PROGRAM 1
(AMP1) con localizacion en el reticulo endoplasmico (Brodersen et al., 2008; Li et al., 2013; Yang
et al., 2012). Mutaciones en estos genes interfieren con la represién mediada por miRNAs a nivel
de traduccién, lo que sugiere que los mecanismos de accién por el corte del transcrito y la
inhibicion de la traduccién son dos modos de accién independientes (Yu et al., 2017b). Se han
propuesto mecanismos de represion por miRNAs en animales incluyendo la disociacion del
complejo del inicio de la traduccién, reclutamiento de represores de la traduccion y
desplazamiento de las proteinas que se unen al poliA del mMRNA. Estas actividades de represion
de miRNAs en animales requieren de la asistencia de una proteina de andamiaje GW182, la cual
no se encuentra presente en plantas, pero no se descarta que este tipo de regulacion también

suceda (Iwakawa and Tomari, 2015).
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Figura 2. Modelo de la biogénesis de microRNAs en plantas. El gen MIR se transcribe y el transcrito
adopta estructura tipo tallo-asa, llamado pri-miRNA que es reconocido por diferentes proteinas de unién a
RNA de doble cadena. DCL1 procesa en dos rondas por corte el pri-miRNA a pre-miRNA y posteriormente,
la generacion del RNA de doble cadena de 21 nt que es exportado de nucleo a citoplasma. En el
citoplasma, AGO1 carga al miRNA maduro y lo guia hacia su mRNA blanco, induciendo el corte o inhibicién

de la traduccion del mRNA. Figura tomada y modificada de (Covarrubias and Reyes, 2010).
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IV.VIII Participacion de miRNAs en desarrollo y en respuesta a estrés

Un gran nimero de miRNAs en plantas se han identificado mediante secuenciacion de
siguiente generacion (Next Generation Sequencing, NGS) y analisis genéticos, lo que ha
permitido involucrarlos en diversos procesos de la planta como desarrollo de la hoja, raiz, sistema
vascular y floral, asi como, importantes en la transicién de fase juvenil a adulta y reproductiva.
Ademas, los miRNAs estan involucrados en respuestas a diferentes estrés como sequia, estrés
salino, frio, estrés oxidativo, deficiencia de nutrientes y estrés biotico (Li et al., 2017).

En la planta modelo Arabidopsis thaliana se ha visto que los miRNAs participan de
distintas formas en el desarrollo. Durante su periodo de vida, las plantas experimentan dos
procesos de transicion: de la etapa juvenil a la adulta y de la etapa vegetativa a la reproductiva
(Poethig, 2013). El primero de ellos depende de un gradiente de expresion mediado por miR156
y miR172 (Figura 3). La acumulacion de miR156 aumenta en el meristemo apical de tallo durante
etapas tempranas del crecimiento, pero disminuye la acumulacion de miR156 conforme la planta
madura y envejece. Por el contrario, los niveles de expresion de miR172 aumentan conforme
transcurre los dias del desarrollo, y se promueve la transiciébn de etapa vegetativa a la fase
reproductiva (Wang et al., 2009; Wu et al., 2009; Zhu and Helliwell, 2011). miR156 mantiene la
fase juvenil a través de restringir la expresién de una familia de factores de transcripcion llamados
SQUAMOSA promoter binding protein-like (SPL), los cuales son reguladores que actlan en vias
con diferentes funciones en el desarrollo. Particularmente, SPL9, SPL10 y SPL1 participan en la
regulaciéon del tamafio, la forma y el borde de la hoja. El fenotipo de las plantas que
sobreexpresan miR156 retrasa la floracién; mientras que las mutantes con la expresion de los
SPL’s (pSPL3::rSPL3, pSPL9::rSPL9 y pSPL10::rSPL10) que tienen mutado el sitio de union de
mMiR156 y son resistentes al corte mediado por el miRNA inducen la floraciéon temprana (Wang et
al., 2009; Wu et al., 2009). La sobreexpresion de miR156 en maiz y en A. thaliana produce un
fenotipo similar (Chuck et al., 2007). En conjunto con esta evidencia, miR156 es un miRNA
altamente conservado (Axtell and Bowman, 2008), lo que sugiere que miR156 es un regulador
maestro de la fase juvenil en las plantas. Por otro lado, SPL9 actiia como activador transcripcional
de MIR172b, el cual previene la expresién de los factores de transcripcion AP2 (Wu et al., 2009).
La proteina AP2 regula el tiempo de floracion, la identidad de los 6rganos florales y el destino del
meristemo floral. El genoma de A. thaliana codifica para mas de cien factores de transcripcion
pertenecientes a la superfamilia APETALAZ2/ethylene response element binding protein
(AP2/EREBP), entre los cuales, dentro del clado AP2 se han descrito a seis miembros AP2-like
como mMRNAs blanco de miR172: TARGET OF EAT 1 al 3 (TOE1, TOE2 y TOE3),
SCHLAFMUTZE (SMZ), SCHNARCHZAPFEN (SNZ) y AP2 (Aukerman and Sakai, 2003; Dietz
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et al., 2010; Yant et al., 2010). Mutantes individuales de la sobreexpresion de AP2, SMZ, SNZ,
TOEL o TOE2 mostraron un fenotipo de retraso en la floracion; mientras que las mutantes como
la sobreexpresién de 35S:miR172 o la pérdida de funcién de ap2, la cuddruple (toel toe2 smz
snz) mutante y séxtuple (toel toe2 smz shz toe3-1 ap2-12) mutante mostraron fenotipo de
floracion temprana con respecto a la planta silvestre (Col-0) (Aukerman and Sakai, 2003; Chen,
2004; Mathieu et al., 2009; Yant et al., 2010).

SPL9

e O TOE1
MiR156 g SPL10 MiR172 ]
SPL13 TOE2

B

Transicién Transicién
Juvenil > Adulto =3 Reproductiva

—] Envejecimiento

Figura 3. miR156 y miR172 actuan en la transicién de la fase juvenil a la adulta y la fase vegetativa
alareproductiva en A. thaliana. El gradiente mediado por miR156 y miR172 desencadena cambios en
el desarrollo de A. thalina. La expresion de miR156 mantiene la etapa juvenil restringiendo la expresion de
los factores de transcripcion SPLs, los cuales promueven la transicion de juvenil a adulto y participan
positivamente en el tiempo de floracion. SPL9 induce la expresion de MIR172, el cual estimula la floracion
y esta involucrado en determinar el meristemo floral a través de regular a los factores de transcripcion AP2-
like (TOE1, TOE2, etc). Estaimagen tomada y modificada de (Li et al., 2017; Singh et al., 2018).

En 2004, Jones-Rhoades y Bartel describieron por primera vez la participacién de
mMiRNAs en estrés. En este estudio, se identificaron miRNAs conservados y se refind el método
computacional para incrementar la sensibilidad de identificar mMRNAs blanco. Entre las nuevas
familias de miRNAs identificadas se encontraron miR393, miR394, miR395, miR396, miR397,
miR398 y miR399 en A. thaliana y sus homoélogos en arroz (Oryza sativa). Asi mismo, se
identificaron sus mRNAs blanco, aunque algunos de ellos se habian descrito previamente como
involucrados en el desarrollo (Jones-Rhoades and Bartel, 2004). Por ejemplo, miR396 regula a
los transcritos de siete genes Growth Regulating Factors (GRF) que participan como reguladores

positivos durante diferentes procesos de crecimiento de la planta y en respuesta a distintas
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formas de estrés (Kim et al., 2003; Rodriguez et al., 2016). miR393 y miR394 regulan transcritos
gue codifican para las proteinas con Caja F (F-box proteins), las cuales reconocen proteinas
blanco especificas para la protedlisis y exponen a la proteina blanco como sustrato para
ubiquitinacion de SCF E3 ubiquitin ligasa (Vierstra, 2003). Otro transcrito regulado por miR394,
de la misma subfamilia de los genes que codifican para proteinas con Caja F, LCR (LEAF
CURLING RESPONSIVENESS) esta involucrado en el mantenimiento y la identidad del
meristemo apical del tallo (Knauer et al., 2013). miR393 tiene cuatro mRNAs blanco relacionados
con genes que codifican para proteinas con Caja F, incluyendo a TRANSPORT INHIBITOR
RESPONSEL1 (TIR1), reconoce proteinas AUX/IAA como blanco para la protedlisis dependiente
de auxina (Gray et al., 2001). Adicionalmente, se encontraron otros mRNAs blanco con funciones
gue parecen estar fuera del circuito regulatorio del programa de desarrollo, estos transcritos
codifican para enzimas como lacasa, superoxido dismutasa y ATP sulfurilasa (Jones-Rhoades
and Bartel, 2004). miR397 regula al transcrito de la lacasa (LAC), miembro de una familia de
enzimas oxidativas involucradas en el proceso de lignificacion de la pared celular de plantas
(Riva, 2006). miR398 regula a dos transcritos que codifican para la Cu/Zn Superéxido dismutasa,
CSD1 y CSD2, éstas enzimas participan en proteger a la célula de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) y ambas responden a estrés oxidativo (Kliebenstein et al., 1998). miR395 regula
a los transcritos que codifican para ATP sulfurilasal, 3 y 4 (APS1, APS3 y APS4), enzimas
encargadas de catalizar el primer paso de asimilacion del sulfato inorganico (Leustek, 2002). Al
estudiar los patrones de expresién de miR395 en condiciones limitantes de azufre, se encontrd
un aumento en la acumulaciéon de miR395 conforme disminuia la concentracion de sulfato (SO4*
) en el medio de crecimiento de A. thaliana, y éste incremento de miR395 correlaciona
inversamente con la disminucion de la acumulacion de su mRNA blanco, APS1 (Jones-Rhoades
and Bartel, 2004). Posteriormente, Sunkar y Zhu clonaron miRNAs provenientes de bibliotecas
de RNAs pequefios de plantulas de A. thaliana expuestas a distintos estreses abidticos. Entre
los miRNAs identificados destaca miR393, el cual aumenta su acumulacion significativamente en
los tratamientos de frio, deshidratacion, NaCl y ABA. Ademas, la acumulacién de miR397b y
miR402 aumenta ligeramente en respuesta a los mismos tratamientos, mientras que miR319¢
responde solamente al tratamiento por frio (Sunkar and Zhu, 2004).

También se ha descrito la participacién de miRNAs involucrados en estrés por limitacion
de nutrientes. Existen miRNAs que mantienen la homeostasis de fosfato, el cual se requiere para
la sintesis de acidos nucleicos y fosfolipidos, pero también juega un papel importante en la
transferencia de energia, asi como en la regulacion de reacciones enziméticas y de vias

metabdlicas. Por esto, el fostato es frecuentemente un nutriente limitante para el crecimiento de
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las plantas. miR399 regula al transcrito del gen PHO2, el cual codifica para una enzima E2
ubiquitina-conjugasa que funciona como regulador negativo para la absorcién, la translocacién y
el transporte del fosfato durante condiciones dOptimas de crecimiento (Chiou et al., 2006).
Particularmente, PHO2 contiene al menos cinco sitios complementarios a miR399 en la region
5’'UTR localizados entre 200 - 400 nt curso arriba del codén de inicio de la proteina, aunque el
segundo y el tercer sitio parece ser los sitios predominantes al corte inducido por miR399 en
PHO2 (Allen et al., 2005). Bajo condiciones limitantes de fosfato, miR399 aumenta su
acumulacion en hojas y se ha comprobado mediante analisis de injertos entre la parte aéreay la
raiz que miR399 es transportado a lo largo del floema y posteriormente, relocalizado en la raiz
donde inhibe al transcrito PHO2, asi miR399 actida como molécula sefial y permite la
translocacion del fosfato de las raices a la parte aérea (Pant et al., 2008). Esto correlaciona con
el fenotipo observado de la mutante sobreexpresora de miR399 donde la cantidad de fosfato en
las hojas aumenta de cinco a seis veces con respecto al tipo silvestre en condiciones éptimas de
crecimiento y muestra un fenotipo similar a la mutante pho2 (Bari et al., 2006; Chiou et al., 2006).
Interesantemente, un RNA no codificante llamado INDUCED BY PHOSPHATE STARVATION 1
(IPS1) regula la accién de miR399. Una caracteristica de este RNA no codificante es que tiene
una secuencia altamente conservada de 24 nt que es casi perfectamente complementaria a la
secuencia de miR399, sélo las bases 10 y 11 del miRNA se encuentran desapareadas con 4
base del transcrito de IPS1 en el mismo sitio generando una pequefia burbuja, lo cual impide el
corte inducido por el mMiRNA. miR399 e IPS1 aumentan su acumulacién en limitacion de fosfato,
por lo que IPS1 estaria actuando como un pseudo-blanco y titulando la actividad de miR399
sobre su mMRNA blanco, PHO2. Particularmente, a este mecanismo se ha denominado
“mimetismo” y esta involucrado en la modulacién fina de la actividad de miR399 durante la
respuesta a la limitaciéon de fosfato (Franco-Zorrilla et al.,, 2007). Analisis bioinformaticos
indicaron que algunos transcritos de genes anotados o RNAs que no codifican para proteina
pueden servir como mimetizadores moleculares enddégenos para regular la actividad de algunos
miRNAs (Wu et al., 2013a). Asimismo, se ha empleado la metodologia de Short tandem target
mimic (STTM) para el andlisis funcional de ciertos miRNAs o0 miRNAs que pertenecen a una
misma familia. EI STTM consiste en generar un transcrito que contiene dos secuencias cortas
con los sitios de unién para el miRNA, donde cada sitio de unién presenta desapareamiento en
la posicion de corte (entre la posicién 10y 11 del miRNA), como resultado, el STTM secuestra al
miRNA impidiendo el corte y promoviendo la degradacion del miRNA (Yan et al., 2012a). Por otro
lado, existen otros miRNAs que también participan en la homeostasis de fosfato, miR827 regula
al transcrito de NITROGEN LIMITATION ADAPTATION (NLA), una E3 ubiquitin-ligasa tipo RING
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gue interactta con el transportador de fosfato PHOSPHATE TRANSPORTERL1 (PHT1) que se
localiza en la membrana plasmatica (PM). En concentraciones adecuadas de fosfato, la
interaccion entre NLA y PHT1 en la PM conlleva directamente a la ubiquitinacion de PHTL, lo
cual desencadena la degradacién de PHT1 a través de la endocitosis mediada por clatrina en la
vacuola (Lin et al., 2013). En limitacién de fosfato, miR827 aumenta su acumulacion e inhibe la
expresion de NLA, promoviendo la absorcién del nutriente a través de PHT1 (Kant et al., 2011,
Lin et al., 2013). miR778 es otro miRNA involucrado en la homeostasis de fosfato, éste se induce
durante condiciones de limitacion de fosfato y regula al transcrito del gen Su(var) 3-9 homologs
6 (SUVH6) que codifica para una metiltransferasa de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9). La
sobreexpresion de miR778 (35S::miR778) reduce la expresion de SUVH6, pero incrementa la
acumulacion de miR399 y los transportadores de fosfato, lo que conduce a la acumulacion de
fosfato en las hojas. En contraste, una disminucién de los niveles de expresion de miR778,
utilizando la tecnologia STTM contra miR778 (35S::MIM778) que actia como esponja O
secuestrador del miR778, causa un fenotipo opuesto a la sobreexpresion de miR778 (Wang et
al., 2015). Estos resultados sugieren una interaccién entre miRNAs y componentes epigenéticos,
gue proporcionan un nivel adicional a la regulacion de la homeostasis de fosfato en plantas.

El cobre es un micronutriente esencial para la fotosintesis, la respuesta oxidativa y otros
procesos fisioldgicos (Pilon et al., 2006). Se han descrito al menos tres miRNAs que regulan a
MRNASs blanco que codifican para proteinas que utilizan cobre. Entre ellos, miR398 regula al
MRNA de las proteinas CSD1 y CSD2, miR408 regula a mRNAs blanco que codifican para
Plantacianina, Cupredoxina, Uclacianina 2 (UCC2) y lacasa 3 (LAC3); mientras que miR397
regula a lacasa 4 (LAC4) (Abdel-Ghany and Pilon, 2008; Ma et al., 2015; Sunkar et al., 2006).
SPL7 participa en activar e inducir la expresion de miR398, miR408 y miR397 durante la
deficiencia de cobre y con ello, la disminucion de tanto de sus mMRNAs blanco como de sus
proteinas, mencionadas previamente. Como resultado, el cobre limitante queda disponible para
otras proteinas como las Plastocianinas (PC), proteinas esenciales para la fotosintesis
(Yamasaki et al., 2009). En cambio, la alteracion de los miRNAs que participan en la respuesta
a cobre frecuentemente afecta la respuesta de las plantas a diferentes estreses (Abdel-Ghany
and Pilon, 2008). Por ejemplo, las plantas mutantes de A. thaliana que expresan CSD2 con
cambios en el sitio de unién del miR398 y es resistente al corte inducido por el miRNA, muestran
un fenotipo con mayor tolerancia a la alta intensidad de luz, metales pesados, frio y otros
estreses, pero hipersensible a estrés por calor (Guan et al., 2013; Sunkar et al., 2006). La mutante
sobreexpresora de miR408 resulta en una mayor tolerancia a estrés salino, frio y estrés oxidativo,

pero en la hipersensibilidad a sequia y a estrés osmético. En este estudio, se observo que la
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capacidad antioxidante celular aument6 en plantas que presentan una elevada expresion de
miR408, por lo tanto, se obtuvieron niveles menores de especies reactivas de oxigeno y esto
correlacion6 con el aumento de la acumulacion de los transcritos de genes asociados a funciones
antioxidantes para mantienen el estado redox como CSD1, CSD2, glutation S-transferasa
(GSTU25), asi como genes auxiliares en la respuesta a estrés como la chaperona de cobre CCS1
y el gen SAP12. En conjunto, demostraron una participacion de miR408 en respuesta a estrés
abiodtico (Ma et al., 2015).

Ademés, se ha demostrado mediante analisis funcional que algunos miRNAs son
importantes para la adaptacion ante cierto estrés como la sequia. Por ejemplo, los miembros de
la familia MIR169 participan en regular el transcrito que codifica para el factor de transcripcion
(TF) NFYAS5 en A. thaliana (Li et al., 2008). Bajo condiciones de sequia, miR169a y miR169c
disminuyen su acumulacion para permitir la acumulacion del transcrito NFYAS, dependiente de
la via de ABA. El analisis de expresion mostrd un aumento en la actividad del promotor de NFYA5
(NFYA5p:GUS) con B-glucuronidasa en el tejido vascular y en las células guarda. La mutante
sobreexpresora de miR169a o de pérdida de funcion de nfya5 incrementa la apertura de los
estomas y presenta una mayor pérdida de agua, ambas mutantes con fenotipos de
hipersensibilidad a sequia; mientras que la sobre-expresiéon de NFYAS disminuye la apertura de
los estomas y reduce la pérdida agua, como resultado se obtiene un fenotipo resistente a la
sequia en comparacién con el tipo silvestre (Li et al., 2008). En contraste, se ha descrito un grupo
de miRNAs que aumentan su acumulacion en respuesta a sequia. La sobreexpresion de estos
mMiRNAs aumenta la resistencia a sequia, probablemente el efecto puede ser causado por
cambios en el desarrollo o en el estado redox relacionado con la represion de su mRNA blanco,
como es el caso de miR396 (GRFs), miR394 (LCR), miR164 (NACs, TF’s que modulan procesos
durante el desarrollo), miR408 (Plantacianina) y miR2118 (TIR-NBS-LRR, familia de receptores
asociados a la respuesta de defensa ante patdgenos) (Chen et al., 2015; Fang et al., 2014;
Hajyzadeh et al., 2015; Song et al., 2013; Wu et al., 2015). Otro ejemplo es el de miR159 en A.
thaliana que aumenta su acumulacion en respuesta a tratamiento de ABA exdgeno 0 sequia
durante la germinacién de la semilla (Reyes and Chua, 2007). miR159 regula la expresion de los
transcritos MYB33 y MYB101, ambos codifican para factores de transcripcién que actian como
reguladores positivos en respuesta a ABA. La sobreexpresion de miR159 reprime la expresion
de MYB33 y MYB10l1l en plantas transgénicas de A. thaliana, las cuales presentan
hiposensibilidad a ABA. En cambio, plantas sobreexpresoras de MYB33y MYB101, en su version
resistente al corte y a la regulacion por miR159, presentan hipersensibilidad a ABA, facilitando la

dormancia de la semilla bajo condiciones estresantes. Por lo tanto, los mMRNAs blanco de miR159
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podrian tener un papel crucial en asegurar la dormancia de la semilla durante condiciones
estresantes como ABA exdgeno o sequia (Reyes and Chua, 2007). Recientemente, los analisis
de microarreglos y de secuenciacion masiva han mostrado que existen distintos miRNAs cuyos
niveles de acumulacion se regulan por condiciones de déficit hidrico en distintas plantas; sin
embargo, a la fecha se sabe poco sobre su funcién en respuesta al estrés (Covarrubias and
Reyes, 2010; Ding et al., 2013; Noman et al., 2017).

Como se describié con anterioridad, la gran mayoria de los estudios referentes a la
regulacion de miRNA se han realizado en A. thaliana, la planta modelo de estudio por excelencia
gue ha permitido identificar miRNAs y sus mRNAs blanco involucrados en desarrollo y en
respuesta a estrés, asi como factores que participan en la biogénesis a través de mutantes en
dicha planta. Sin embargo, para tener una mayor comprension de la regulacion de los miRNAs
en otras plantas, es importante expandir nuestro estudio en plantas de interés agronémico como
lo es frijol, una leguminosa que posee diferentes estrategias adaptativas a las seleccionadas en
A. thaliana, y es de nuestro interés explorar la participacion de los miRNAs en la regulaciéon

genética, asi como las respuestas que sean especificas de leguminosas.
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V. ANTECEDENTES

Las leguminosas (Leguminosae o Fabaceae) son la tercera familia de plantas superiores
con mayor nimero de especies con alrededor de 20,000 especies (Gepts et al., 2005). La familia
de las leguminosas mantiene una distribucion cosmopolita, representando un importante
constituyente ecoldgico y en el uso de sistemas agricolas. La habilidad de la mayoria de las
especies de leguminosas de fijar nitrdgeno a través de la simbiosis con rhizobias es quizds una
de las caracteristicas mejor conocidas para esta familia (Azani et al., 2017). La bacteria convierte
el nitrégeno atmosférico en amonio por la enzima nitrogenasa, en érganos simbidticos
especializados de la raiz llamados nédulos. El nitrégeno fijado es cedido a la planta huésped
para utilizarlo en la sintesis de compuestos esenciales como aminodacidos, acidos nucleicos,
entre otros (Dos Santos et al.,, 2012). En general, la familia de las leguminosas es
excepcionalmente diversa en morfologia, fisiologia y en términos ecoldgicos, la cual representa
uno de los ejemplos mas interesantes en aspectos evolutivos y de diversificacion en plantas
(Azani et al., 2017). Sin embargo, no todas las leguminosas forman asociacion con bacterias
fijadoras de nitr6geno (Griesmann et al., 2018).

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es una leguminosa de interés agricola por ser una
de las semillas alimenticias importantes en Latinoamérica que aporta un alto contenido de
proteinas en la dieta del consumo humano. Esta planta se ha utilizado como modelo en el
laboratorio Consorcio de la Dra. Alejandra A. Covarrubias y del Dr. José Luis Reyes para estudiar
la respuesta al déficit hidrico. Nuestro laboratorio esta interesado en conocer los mecanismos
desarrollados por el frijol para contender ante el déficit hidrico por limitacion de agua. Ademas,
el frijol es una leguminosa que se caracteriza por haber tenido un proceso de domesticacion. Por
esta razon, pensamos que el frijol pudiera tener respuestas especificas de leguminosas que
creemos que es importante explorar. Esto nos permitird conocer nuevas estrategias que las
plantas utilizan para contender ante la escasez de agua y con ello la participacion de ciertos
mMiRNAs.

En nuestro laboratorio se llevé a cabo la identificacion de miRNAs en frijol mediante la
construccion de bibliotecas de RNA pequefios (Arenas-Huertero et al., 2009). Con ello, la
identificacion de un nuevo miRNA, llamado miR2119, se aisl6 a partir de una biblioteca de RNAs
pequefios de hoja adulta de plantas de frijol sometidas a la condicion de sequia. Para este nuevo
RNA pequefio, se exploré en diferentes tejidos de frijol y otras especies de leguminosas la
presencia de miR2119, la cual se detecté mediante Northern blot (Arenas-Huertero et al., 2009)

(Figura 4). Ademas, se report6 en trabajos independientes la identificacion de miR2119 utilizando
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tecnologia de secuenciacibn de siguiente generacion en soya y Medicago truncatula

(Jagadeeswaran et al., 2009; Lelandais-Briere et al., 2009).
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Figura 4. Deteccion de la expresion de miR2119 en diferentes leguminosas. A) Analisis de Northern blot
para miR2119 en diferentes tejidos de Phaseolus vulgaris. Se corri6 RNA total (10 ug) de diferentes
muestras de frijol como raiz (R), hoja (H), plantulas (P), embrién inmaduro (El), embrién seco (ES), y
también muestras de hojas de A. thaliana y plantulas de arroz. Se utilizé el transcrito de U6 shRNA como
control de carga para la sefial de miR2119 (De la Rosa, 2012). B) Andlisis tipo Northern blot para miR2119
en diferentes especies de leguminosas. El RNA total (10 ug) de cada muestra se extrajo de plantulas para
cada especie. Phaseolus vulgaris (Pv); Glycine max (Gm); Lotus japonicus (Lj); Medicago truncatula (Mt);
Pisum sativum (Ps); Arachis hypogaea (Ah); Acacia cochliacantha (Ac). Se tomé como referencia del

cargado de las muestras a los tRNA y rRNAs (Arenas-Huertero et al., 2009).

Para estudiar la distribucién de miR2119 y explorar su presencia en otras leguminosas,
se tomé como referencia la secuencia madura del miR2119 6 secuencia precursora de miR2119
de P. vulgaris, se utilizé el programa BLAST de la base de datos de NCBI para explorar en
diferentes secuencias como EST (Expressed Sequence Tag) y mRNAs, asi como las secuencias
gendmicas de G. max y M. truncatula disponibles en la base de datos de Phytozome
(phytozome.jgi.doe.gov). Se identific6 la presencia de miR2119, asi como su secuencia
precursora en diferentes leguminosas. Para cada secuencia que contenian a miR2119 fueron
sujetas a prediccion in silico por plegamiento de RNA de estructura secundaria del precursor de
miRNA mediante el programa Mfold (www.unafold.rna.albany.edu). Entre estas secuencias se
incluy6 a la secuencia de miR2119 reportada previamente en G. max y M. truncatula en miRBase,
ver. 21.0 (Arenas-Huertero et al., 2009). Sin embargo, no pudimos encontrar evidencia de alguna
secuencia relacionada a miR2119 en especies fuera de la familia de las leguminosas (Fabaceas),

lo cual sugiere que miR2119 es un miRNA especifico de esta familia vegetal. Esto es consistente
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con el andlisis mediante Northern blot donde se detectd la sefial y la presencia de miR2119 en
las mismas especies de leguminosas (G. max, L. japonicus, M. truncatula, P. sativum y A.
hypogaea); pero ausente la acumulacion de miR2119 en A. thaliana y O. sativa, ambas especies
distantes a leguminosas (Arenas-Huertero et al., 2009). Adicionalmente, en la base de datos de
NCBI se encontraron secuencias de EST’s similares a miR2119 en otras leguminosas como
Phaseolus acutifolius, Vigna radiata, A. hypogaea y Trifolium pratense, lo cual nos permitid
observar y comparar la secuencia madura de miR2119 en diferentes especies de leguminosas,
manteniendo la conservacion de la secuencia principalmente en el extremo 5 (posicion 1-10 nt),
incluyendo la regién semilla (posicion 2-8 nt) y con algunos cambios hacia el extremo 3,
sugiriendo una presion selectiva por mantener la identidad y conservacion de la funcién de

miR2119 en leguminosas (Figura 5A).
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Figura 5. Conservacion y alineamiento de la secuencia madura de miR2119 y miR398 en distintas
especies. A) Alineamiento mediate Clustal W de las secuencias madura de miR2119 en diferentes
especies de leguminosas: Phaseolus vulgaris (pvu); Phaseolus acutifolius (pac); Glycine max (gma); Vigna
radiata (vra); Arachis hypogaea (ahy); Lotus japonicus (lja); Medicago truncatula (mtr); Trifolium pratense
(tpr). B) Alineamiento de los miembros de familia de miR398 pertenecientes a los genomas de P. vulgaris
(pvu), G. max (gma), M. truncatula (mtr) y Arabidopsis thaliana (ath). En los alineamientos se representa
la identidad, el cambio y la diferencia de las bases con un asterisco, un punto y resaltado en gris,

respectivamente, en comparacion con la secuencia de P. vulgaris (De la Rosa, 2012).

Durante la caracterizacion del locus de MIR2119 se mapeé la secuencia de EST del

precursor de miR2119 en el genoma de P. vulgaris disponible en Phytozome. Sorpresivamente,
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se identificd otro precursor de miRNA rio arriba de la secuencia precursora de miR2119, un
mMiRNA miembro de la familia de miR398 (miRNA conservado en plantas vasculares). La
distancia entre la base de un precursor al otro es de 160 nt, lo cual sugirié que ambos precursores
de miRNAs pudieran co-transcribirse como parte de un transcrito dicistrénico. Con base en lo
anterior, se explordé y se encontraron EST adicionales de miR2119 que también incluian la
secuencia de miR398 en P. acutifolius, V. radiata, G. max, M. truncatula y L. japonicus (Figura
6).
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Figura 6. Estructura secundaria de los precursores MIR398a-MIR2119 en leguminosas. La secuencia
de cada precursor contiene de miR398a y miR2119, y fue obtenida en la base de datos de NCBI que
incluye a los EST’s de P. acutifolius, G. max, M. truncatula, L. japonicus y V. radiata. La secuencia de EST
indica el nUmero de acceso en NCBI, el signo de “-” indica la orientacion opuesta de la cadena; “Cr:” indica
el cromosoma y la posicion en que se encuentra el precursor dicistronico de P. vulgaris en Phytozome. El
plegamiento de las estructuras secundarias de cada precursor fue obtenido utilizando el programa de

prediccion Mfold (www.unafol